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Neurodegenerazione e malattia di Parkinson 
Il tessuto nervoso, a differenza degli altri tessuti del corpo, è incapace di rinnovare 
le sue cellule le quali persistono durante l’intera vita dell’organismo. Questo implica 
che ogni neurone perso in seguito al normale processo di invecchiamento fisiologico 
o a causa di eventi patologici non verrà più sostituito1. La neurodegenerazione è 
determinata da diversi meccanismi tra cui l’apoptosi e la necrosi2,3 ed è alla base di 
numerose malattie neurodegenerative tra cui la malattia di Parkinson (PD)4. Il 
morbo di Parkinson è una patologia caratterizzata dalla degenerazione dei neuroni 
dopaminergici della substantia nigra pars compacta. La morte dei neuroni 
dopaminergici è strettamente correlata alla deplezione dei livelli del 
neurotrasmettitore dopamina (DA) che determina disfunzioni nel movimento e 
nella coordinazione5,6. Le ipotesi eziologiche sono ancora sconosciute, ma molteplici 
evidenze scientifiche descrivono il PD come una patologia multifattoriale dove 
espressione genica, fattori ambientali e neurotossine giocherebbero un ruolo 
fondamentale nello sviluppo e nel decorso clinico. Nella letteratura scientifica sono 
riportati vari studi eseguiti su modelli cellulari di parkinsonismo indotto al fine di 
indagare sui meccanismi eziopatogenetici del PD7,8. Queste ricerche hanno 
dimostrato come lo stress ossidativo, generato da un’alterazione dell’equilibrio tra 
le specie reattive e il pool di antiossidanti deputati alla difesa del sistema nervoso 
centrale (SNC), svolga un ruolo importante nella patogenesi della malattia9. Infatti, 
diversi studi hanno dimostrato una drastica riduzione nei livelli di antiossidanti 
endogeni nella substantia nigra dei pazienti parkinsoniani10. Un contribuito nell’ 
aumentare lo stress ossidativo deriva dalla stessa dopamina (figura 1). Il 
metabolismo del neurotrasmettitore avviene ad opera delle monoaminossidasi 
(MAO) e delle catecol-O-metiltrasferasi (COMT) intracellulari, che degradando la DA 
producono sottoprodotti come perossido di idrogeno (H2O2) e altre specie reattive 
dell’ossigeno11. Inoltre, la dopamina va incontro alla degradazione non enzimatica, 
ovvero la sua auto-ossidazione, che origina sottoprodotti tossici quali la 6-
idrossidopamina (6-OH-DA) e il dopachinone12. In aggiunta, il ferro bivalente (Fe2+) 
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reazioni di Fenton e di Haber-Weiss, insieme al perossido di idrogeno, e generare 
radicali idrossilici (•OH) e anioni superossido (O2-). La L-3,4-diidrossifenilalanina 
(levodopa, L-dopa), è il precursore della sintesi della dopamina, ed è il farmaco 
d’elezione nella terapia della malattia di Parkinson impiegato per riportare la DA ai 
livelli fisiologici13. Il farmaco viene somministrato generalmente per via orale 
insieme ad un inibitore delle decarbossilasi periferiche per evitarne un suo precoce 
metabolismo nel circolo ed aumentare la sua biodisponibilità nel SNC. L’L-dopa 
risulta essere, ad oggi, il farmaco di prima scelta nella terapia del Parkinson, ma una 
vasta letteratura ne ha dimostrato fenomeni di ossidazione e autossidazione che 
contribuirebbero ad aggravare la condizione di stress ossidativo preesistente nella 
malattia di Parkinson14,15. 
 
Figura 1. Malattia di Parkinson e radicali liberi. Neurone dopaminergico e cellula gliale. DA 
(dopamina); DOPAC (acido diidrofenilacetico); H2O2 (perossido di idrogeno); MAO-B (monoamino 
ossidasi-B); Fe2+ (ione ferroso); Fe3+ (ione ferrico); 6-OHDA (6-idrossidopamina); GSH (glutatione 
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Stress ossidativo nel sistema nervoso centrale 
L’ossigeno, nella sua forma biatomica (O2), è la molecola essenziale per la 
sopravvivenza degli organismi aerobi. I vari distretti dell’organismo necessitano di 
un diverso fabbisogno di O2 in relazione alle loro necessità16. Un abbondante 
consumo di ossigeno è evidente a livello cerebrale da parte di cellule come neuroni 
e astrociti; l’encefalo, infatti, pur rappresentando il 2% del peso corporeo 
complessivo è responsabile del 20% del consumo di ossigeno totale17. 
Ciononostante un eccesso di ossigeno, iperossia, determina tossicità cellulare18. 
Infatti l’ossigeno è presente nell’organismo anche nelle sue forme parzialmente 
ridotte, come i radicali liberi, molecole molto reattive che posso fungere da 
accettori e da donatori di elettroni. Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) si 
distinguono in specie radicaliche come lo ione superossido (O2-), l’ossigeno 
singoletto (1O2) e il radicale idrossilico (•OH) e, specie non radicaliche come il 
perossido di idrogeno (H2O2)19. Durante i numerosi processi biochimici, il corpo 
umano produce continuamente ROS20. Nei mitocondri, per esempio, avviene la 
fosforilazione ossidativa, processo essenziale per la produzione di ATP ed energia 
necessaria alle cellule per le loro funzioni21. Nello status fisiologico, la catena 
respiratoria mitocondriale produce ROS per circa il 2% dell’ossigeno consumato22 e 
rappresenta la fonte endogena primaria di specie reattive dell’ossigeno23. Esistono 
tuttavia numerosi fattori esogeni che inducono un aumento della produzione di ROS 
nell’organismo, tra cui tossine ambientali e metalli pesanti quali manganese, 
cadmio, arsenico, rame e ferro. Le cellule possiedono sistemi antiossidanti in grado 
di contrastare l’azione delle specie reattive dell’ossigeno. Questi sistemi 
antiossidanti sono caratterizzati dalla loro attività riducente, capace di contrastare 
l’azione dannosa dei ROS. Il pool di antiossidanti comprende composti enzimatici, 
tra i quali la catalasi, la superossido dismutasi (SOD), la glutatione reduttasi, la 
glutatione perossidasi e, composti non enzimatici come il glutatione (GSH), le 
vitamine E, C ed A, i flavonoidi, e alcune proteine come l’albumina, la ferritina e le 
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specie reattive dell’ossigeno e antiossidanti endogeni, uno squilibrio a favore dei 
ROS determina stress ossidativo che induce diversi danni alle cellule (figura 2)26.  
 
Figura 2. Stress ossidativo. Modificazione dell’equilibrio tra le specie reattive dell’ossigeno (ROS) e le 
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Neurotossine e malattia di Parkinson 
MPTP. La neurotossina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidro-piridina (MPTP) è un 
sottoprodotto della sintesi della meperidina scoperto tra la fine degli anni ‘70 e i 
primi anni ‘80 all’interno di una comunità di tossicodipendenti. Questi soggetti 
svilupparono un parkinsonismo progressivo e irreversibile in seguito all’assunzione 
di una droga illegale per via endovenosa. La somiglianza neuropatologica e clinica 
tra l’intossicazione da MPTP e la malattia di Parkinson e, una risposta clinica 
sorprendente al trattamento con L-dopa hanno promosso l’impiego di questa 
neurotossina nella ricerca in vivo e in vitro27. Nell’uomo e in modelli animali, 
l’esposizione all’ MPTP induce la neurodegenerazione del sistema nigrostriatale con 
conseguente riduzione dei livelli di dopamina (DA)28. Le alterazioni più significative 
nella deplezione del neurotrasmettitore dopamina sono state riscontrate nel nucleo 
caudato, nel putamen e nella substantia nigra pars compacta. Studi sui modelli 
MPTP realizzati nei primati hanno dimostrato che, oltre alla profonda perdita di DA 
striatale sono presenti variazioni extrastriatali di dopamina, noradrenalina e 
serotonina, spesso osservate nei pazienti affetti da PD idiopatico29. Inoltre la 
tossicità e l’impatto della neurotossina MPTP è stata considerata anche nel midollo 
spinale30 e nel sistema nervoso enterico31. In seguito alla sua somministrazione 
sistemica, l’MPTP attraversa la barriera ematoencefalica grazie alla sua elevata 
liposolubilità. La pro-tossina MPTP viene metabolizzata in 1-metil-4-fenil-2,3-
diidropiridinio (MPDP) ad opera dall’enzima monoamino ossidasi B (MAO-B) negli 
astrociti. Mediante ossidazione spontanea, l’MPDP viene convertito in 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+), il composto tossico attivo. La reazione mediata dalle MAO-B è 
fondamentale per il metabolismo dell’MPTP e può essere inibita dalla pargilina, 
inibitore delle MAO-B, in grado di impedire il parkinsonismo indotto dall’MPTP 
(figura 3)32. L’MPP+ viene successivamente rilasciato nello spazio extracellulare 
attraverso meccanismi ancora non del tutto noti, che sfrutterebbero trasportatori 
specifici33. La tossina attiva è una molecola polare, a differenza dell’MPTP, e risulta 
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dopaminergiche; l’MPP+ sfrutta infatti la sua elevata affinità per il trasportatore 
della dopamina (DAT) che gli permette l’attraversamento delle membrane. 
Numerose evidenze scientifiche, in diversi modelli animali, hanno dimostrato che 
l’inibizione farmacologica del trasportatore DAT o l’inibizione della sua espressione 
previene la tossicità indotta dall’MPTP34. All’interno del neurone dopaminergico, 
l’MPP+ esercita il suo effetto sul complesso I della catena di trasporto mitocondriale 
interrompendo il flusso di elettroni35, determinando una rapida deplezione dei livelli 
di ATP36 e la formazione di radicali liberi tra cui il perossinitrito37. Il perossinitrito 
agisce ossidando i residui tirosinici delle proteine38, danneggiando il DNA39, 
incrementando l’aggregazione dell’α-sinucleina40 e l’attivazione delle caspasi con 
conseguente attivazione della cascata apoptotica41. In corso di intossicazione 
indotta dall’MPTP si osserva un aumento del rilascio di dopamina all’interno della 
cellula mentre, nella porzione extracellulare l’auto-ossidazione della DA porta alla 
formazione di radicali liberi42. Inoltre, l’esposizione alla neurotossina è responsabile 
di fenomeni di eccitotossicità nelle cellule dopaminergiche43 causati da una 
maggiore attivazione dei recettori NMDA da parte del glutammato extracellulare e 
un aumentato ingresso di Ca2+ nella cellula44. L’MPTP è anche responsabile di 
fenomeni infiammatori caratterizzati dall’eccessivo rilascio di citochine pro-
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Figura 3. MPTP nel sistema nervoso centrale. Il metabolismo della neurotossina MPTP (immagine 
presa da: Dauer, W., Przedborski, S., 200346). 
 
Manganese. Il manganese (Mn) è un metallo presente in tracce nell’ambiente, 
elemento essenziale per il mantenimento e la regolazione di numerose reazioni 
biochimiche cellulari47. Infatti, nonostante il metallo risulti essere estremamente 
tossico per il sistema nervoso centrale, il manganese funziona come cofattore di 
diversi enzimi essenziali per le funzioni vitali, tra cui la glutammina sintetasi, 
l’arginasi, la piruvato decarbossilasi e la superossido dismutasi mitocondriale48. 
L'esposizione ambientale al Mn può avvenire attraverso il consumo di acque 
contenenti elevati livelli di metallo e attraverso l’ingestione di preparati alimentari a 
base di soia49,50. Una grande quantità di Mn viene inoltre rilasciata nell'atmosfera a 
seguito della combustione di metilciclopentadienil manganese tricarbonile (MMT), 
un additivo presente nella benzina51. L’esposizione al manganese è stata identificata 
come fattore di rischio per la salute di minatori, saldatori, ferrovieri, produttori di 
batterie e operai della meccanica automobilistica52-56. L’eccessivo accumulo di Mn 
nel sistema nervoso centrale innesca fenomeni di neurotossicità risultanti in un 
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analoghi a quelli del morbo di Parkinson idiopatico57,58. Studi su primati non umani 
evidenziano una riduzione dei livelli dopamina nel caudato, nello striato, nel 
mesencefalo e nel globus pallidus in seguito all’esposizione al manganese59-61. 
Inoltre, il Mn è capace di incrementare l’espressione dell’α-sinucleina in cellule 
PC1262,63. Nello studio del meccanismo d’azione del manganese, numerose evidenze 
ne hanno suggerito l’interazione con altri oligoelementi come ferro, alluminio, zinco 
e rame nel sistema nervoso centrale64,65. Il metallo, inoltre, è in grado di indurre un 
incremento del danno ossidativo66.  
Cadmio. Il cadmio è un metallo pesante presente nell’atmosfera sotto forma di 
catione bivalente complessato ad altri elementi (es. CdCl2) comunemente impiegato 
nella produzione di schermi televisivi, laser, batterie e cosmetici. L’esposizione al 
cadmio avviene principalmente attraverso l’inalazione e l’ingestione e circa il 5-10% 
del metallo ingerito viene assorbito, mentre il suo assorbimento per via cutanea è 
trascurabile67. Il fumo di sigaretta è considerato la fonte più significativa di 
esposizione al cadmio e numerose evidenze scientifiche sottolineano livelli elevati di 
Cd nel sistema circolatorio e renale dei fumatori rispetto ai non fumatori68. Un’altra 
fonte comune di esposizione al cadmio è rappresentata dall’ingestione di alimenti 
contaminati (crostacei, verdure a foglia verde, riso prevalentemente di derivazione 
giapponese e cinese) e dall’utilizzo di acqua corrente contaminata. Il metallo è 
presente in tracce anche in alcuni integratori alimentari69. Il cadmio induce lesioni 
tissutali attraverso diversi meccanismi d’azione tra cui lo stress ossidativo70, la 
deplezione dei livelli di glutatione71, cambiamenti dell’espressione genica72, 
l’inibizione della sintesi del gruppo eme73 e disfunzione mitocondriale con induzione 
di morte cellulare per apoptosi74. Studi in vivo effettuati sul sistema nervoso 
centrale hanno dimostrato che il cadmio induce stress ossidativo e alterazioni 
istologiche delle membrane neuronali con conseguente riduzione dell’attività 
acetilcolinesterasica, aumento dei ROS e dei marcatori dello stress ossidativo e 
riduzione delle difese antiossidanti endogene (SOD2 e catalasi)75. Questi fenomeni 
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nel sistema nervoso centrale, probabilmente a causa della fosforilazione della 
protein-chinasi II calcio/calmodulina-dipendente76. Il Cd inoltre sarebbe 
responsabile dell’inibizione dell’afflusso dello ione calcio attraverso i canali adibiti al 
suo trasporto77. Alcuni studi sono stati effettuati sulla linea cellulare PC12 in cui 
l’esposizione al cadmio ha indotto una significativa riduzione della vitalità cellulare, 
un aumento della percentuale di cellule apoptotiche e del rilascio del citocromo-c e 
un aumento dell’espressione della caspasi-3. Inoltre, il metallo ha indotto la 
fosforilazione delle MAP chinasi ERK, JNK e p38. L’inibizione di ERK e JNK, ma non di 
MAPK p38, ha protetto parzialmente le cellule dall’apoptosi, ha ridotto il rilascio del 
citocromo-c e l’espressione della caspasi-3. Nella loro totalità questi dati 
suggeriscono un ruolo fondamentale della via apoptotica mitocondriale mediata da 
ERK e JNK nel meccanismo di tossicità del cadmio in cellule PC1278. Nella stessa 
linea cellulare, esposta al cadmio cloruro, è stato dimostrato l’effetto protettivo 
della L-teanina, aminoacido comunemente presente nel tè verde. L’aminoacido ha 
protetto la vitalità cellulare dall’effetto tossico del metallo, ha inibito l’apoptosi e ha 
ridotto la produzione di ROS. Questi risultati indicano ulteriormente un possibile 
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Genisteina. Il fitoestrogeno genisteina (GEN) (4’,5,7-triidrossi-isoflavone) è un 
isoflavone isolato nel 1928 presente in alte concentrazioni nelle leguminose ed in 
particolare nella pianta della soia (figura 4). Numerosi studi in vivo e in vitro hanno 
evidenziato la stretta relazione tra una dieta ricca di alimenti a base di soia e la 
prevenzione di alcune forme tumorali (tumore al fegato, allo stomaco, al polmone, 
all’intestino e al seno). Ad oggi sono in corso di sviluppo diversi trials clinici basati 
sull’utilizzo della genisteina; di grande rilevanza sono i trials per la cura del tumore 
al seno e del tumore endometriale, rispettivamente in fase II e in fase I80. Il 
meccanismo d’azione antitumorale della genisteina è ben noto in letteratura ed 
include principalmente l’inibizione della topoisomerasi II e l’arresto del ciclo 
cellulare nella fase G2/M81. Recenti evidenze scientifiche mettono in luce anche le 
potenti proprietà antiossidanti82 e l’effetto neuroprotettivo del fitoestrogeno in 
diverse linee cellulari83. L’isoflavone infatti, giocherebbe un ruolo importantissimo 
attenuando la formazione delle placche di beta amiloide (Aβ)84 ed il danno 
ossidativo ad esse associato tipico della malattia di Alzheimer85,86. L’effetto 
neuroprotettivo è stato inoltre studiato su modelli cellulari di malattia di Parkinson, 
dove la genisteina ha mostrato effetti antiossidanti e antiapoptotici87. Anche in 
modelli animali di malattia di Parkinson la genisteina ha ridotto lo stress ossidativo 
ed inoltre, ha incrementato i livelli di dopamina nella substantia nigra pars 
compacta ma non ha inibito l’espressione dell’α-sinucleina88. L’effetto 
neuroprotettivo dell’isoflavone è inoltre dovuto alla sua capacità di modulare la 
risposta infiammatoria89. L’applicazione della genisteina in terapia è comunque 
limitata a causa del suo elevato metabolismo, della bassa solubilità in soluzione 
acquosa e della bassa biodisponibilità orale90, anche se comunque è in grado di 
attraversare la barriera ematoencefalica (BBB)89. Studi recenti propongono infatti 
delivery systems innovativi per ottimizzare il trasporto e gli effetti antiossidanti e 
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Figura 4. Genisteina. Formula di struttura. 
 
Quercetina. La quercetina (3,3',4',5,7-pentaidrossiflavone) è un flavonoide 
contenuto in diversi tipi di verdura e frutta quali la cipolla rossa, la cipolla comune, il 
mirtillo e il fico92. Studi scientifici sempre più numerosi dimostrano il potenziale 
terapeutico della quercetina nella prevenzione e nel trattamento di diverse 
patologie quali le malattie cardiovascolari, le malattie neurodegenerative e alcune 
forme tumorali93-96. Il flavonoide sembra avere un ruolo nella modulazione 
dell’espressione genica e di diverse vie della trasduzione del segnale97,98. Studi 
effettuati su modelli in vitro di malattie neurodegenerative mediate da stress 
ossidativo, come la malattia di Parkinson, dimostrano che, la quercetina, a basse 
concentrazioni (µM), esplica un’azione neuroprotettiva riducendo i ROS generati dal 
perossido di idrogeno, dalla 6-OHDA e dall’MPTP99-101 attraverso l’attivazione di 
diversi pathway molecolari regolatori, come ad esempio la via mediata da Nrf2102. 
Nrf2 è un fattore nucleare coinvolto nella protezione dal danno ossidativo che 
sembrerebbe modulare la formazione di aggregati di proteine misfolded tipici della 
malattia di Alzheimer, di Parkinson, di Huntington e della sclerosi laterale 
amiotrofica (SLA)103. L’attivazione del pathway di Nrf2 a sua volta incrementa i livelli 
di glutatione e attiva le proteine ERK e JNK104. La quercetina ha un ruolo 
fondamentale anche nella neuroinfiammazione, tipica dei disordini 
neurodegenerativi; in particolare, la somministrazione del flavonoide induce una 
riduzione del rilascio di citochine proinfiammatorie da parte della microglia e degli 
astrociti102. La biodisponibilità della quercetina è molto bassa a causa del suo 
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plasma in forma di metaboliti glucuronati e metilati in grado di esplicare comunque 




Figura 5. Metabolismo della quercetina. Struttura della quercetina e dei suoi principali metaboliti 
(immagine presa da: Lucio G. Costa et al., 2016102). 
 
Come la genisteina, anche la quercetina, è caratterizzata da una bassa 
biodisponibilità, e in diversi studi si stanno caratterizzando sistemi di drug delivery 
basati su nanoparticelle di varia natura per favorire il trasporto del flavonoide e la 





Silvia Fancello; Sviluppo di strategie per nuovi approcci terapeutici nelle malattie neurodegenerative;  
Dottorato di ricerca in Scienze Biomediche; Indirizzo Neuroscienze; XXXI ciclo;  
Università degli Studi di Sassari. 
 
 
5. Sistemi di drug delivery per la veicolazione di sostanze 
farmacologicamente attive 
Transferosomi. I transferosomi (nano-transferosomi transdermici) sono 
nanovescicole lipidiche nelle quali un volume acquoso è circondato completamente 
da una membrana fosfolipidica109,110 e sono costituite da un attivatore di 
membrana, generalmente un tensioattivo non tossico. La loro struttura può essere 
di tipo monolamellare (costituiti da un singolo doppio strato lipidico) o 
multilamellare (caratterizzati da strati concentrici di diversi doppi strati lipidici 
separati dalla fase acquosa). Le proprietà di questi sistemi possono variare in base 
alla loro grandezza (nm o μm), alla loro composizione lipidica, alla carica di 
superficie e al metodo di preparazione111. I transferosomi possono contenere al loro 
interno sostanze farmacologicamente attive di varia natura, per esempio farmaci 
idrosolubili e liposolubili. Un farmaco di natura idrofilica può essere posizionato nel 
core di natura acquosa del sistema, mentre farmaci idrofobici possono essere 
trasportati posizionandosi del doppio strato lipidico del carrier (figura 6)112,113. 
L’utilizzo di questi carriers presenta vantaggi e limiti imposti dall’interazione degli 
stessi sistemi con l’ambiente cellulare. Numerosi studi hanno dimostrato che i 
principali meccanismi di internalizzazione dei transferosomi avvengono attraverso 
interazioni fisiche e specifiche con le componenti membranali della cellula 
(adsorbimento) e mediante endocitosi111. Questi sistemi sono stati sfruttati per 
veicolare numerose classi di farmaci e molecole, quali antibiotici, materiale genetico 
e antiossidanti62,91,113. I transferosomi, dotati di elevata deformabilità, risultano 
essere carriers adatti per la somministrazione transdermica e per la veicolazione di 
farmaci nel sistema nervoso centrale attraverso la mucosa nasale114,115. La 
somministrazione intranasale dei farmaci rappresenta una metodica non invasiva al 
fine di bypassare la barriera ematoencefalica per veicolare farmaci direttamente al 
cervello sfruttando le connessioni anatomiche esistenti tra i nervi olfattivi e il 
trigemino116. Tuttavia, a causa della scarsa permeabilità della mucosa nasale, un 
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della formulazione attraverso lo sviluppo di appropriati sistemi di 
somministrazione117-120. Un esempio di applicazione dei transferosomi è 
rappresentato dalla possibilità di trasportare antiossidanti naturali direttamente nel 
sistema nervoso centrale dove potrebbero svolgere un’azione protettiva nei 
confronti del danno ossidativo tipico delle malattie neurodegenerative, quali la 
malattia di Parkinson91. 
 
 
Figura 6. Rappresentazione grafica del transferosoma. Esempio della distribuzione delle varie 
componenti e di diversi farmaci nei compartimenti della struttura lipidica. 
 
Nanoparticelle di chitosano. Il chitosano è un polimero naturale policationico, 
ottenuto dalla parziale deacetilazione della chitina costituente del guscio di 
artropodi e crostacei (figura 7). Il chitosano è per natura biodegradabile, dotato di 
elevata biocompatibilità e bassa immunogenicità. Queste caratteristiche fanno si 
che questo polimero sia uno dei più studiati nella realizzazione di sistemi di drug 
delivery121. La carica positiva caratteristica del chitosano gli permette di interagire 
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chitosano trovano la loro applicazione nella somministrazione di farmaci per via 
orale e nasale, nel rilascio sito specifico a livello intestinale e nel trasporto di vaccini 
e antitumorali123,124. Le nanoparticelle possono essere quindi progettate per il 
trasporto e l’assorbimento di molecole di varia natura, tra cui ormoni e 
antiossidanti. Un esempio è riportato in uno studio in cui sono state preparate e 
caratterizzate nanoparticelle a base di chitosano caricate con insulina e, 
successivamente, sono state somministrate per via orale ad un gruppo di ratti. Le 
nanoparticelle si sono dimostrate ottimi sistemi di drug delivery dell’insulina per via 
orale in quanto hanno indotto un effetto ipoglicemizzante prolungato comparato a 
quello ottenuto mediante somministrazione sottocutanea dell’ormone125. Ulteriori 
indagini, effettuate in vitro su cellule di epatocarcinoma di ratto (HepG2), hanno 
invece dimostrato un maggiore effetto antiossidante della quercetina complessata 
alle nanoparticelle di chitosano rispetto alla somministrazione del flavonoide 
libero126,127. Questi sistemi di drug delivery, adeguatamente modificati, potrebbero 
rappresentare un metodo innovativo per la veicolazione di antiossidanti nel sistema 
nervoso centrale al fine di ridurre i livelli di stress ossidativo nelle malattie 
neurodegenerative. 
 
Figura 7. Chitosano. Formula di struttura. 
 
Beta (β) ciclodestrine. Le ciclodestrine (CDs), sono degli oligosaccaridi macrociclici, 
caratterizzati da una forma di toroide o tronco di cono, ottenuti dall’amido 
mediante una reazione di transglicosilazione128,129. Presentano una superficie 
costituita da numerosi gruppi –OH che le rendono solubili in acqua e una cavità 
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numero delle unità glucosidiche che le compongono. In particolare, le beta (β) 
ciclodestrine (β-CD), caratterizzate da 7 unità glucosidiche, sono quelle 
maggiormente utilizzate a scopi farmaceutici. Le β-CD hanno un diametro di media 
grandezza (circa 0.75 nm) che si presta all’internalizzazione di diversi tipi di farmaci 
e, grazie a questa caratteristica possono formare complessi di inclusione con 
differenti molecole di natura idrofobica (figura 8)128,131. Le β-CD aumentano la 
solubilità e la biodisponibilità dei farmaci complessati128,132 ed esistono sotto forma 
di formulazioni realizzate per la somministrazione nasale, orale, oculare e dermica. 
Esse vengono definite con il termine di “penetration enhancer” perché aumentano 
il grado di assorbimento dei farmaci ed interagiscono con le membrane 
biologiche133. Le β-CD possono quindi essere modificate per il trasporto di diverse 
molecole tra cui antiossidanti. Un esempio è la produzione e la caratterizzazione di 
una formulazione di β-ciclodestrine complessate alla quercetina al fine di 
aumentare la sua scarsa solubilità in acqua e ridurne il suo metabolismo134. Anche 
questi sistemi di drug delivery potrebbero essere utilizzati per veicolare 
antiossidanti con lo scopo di ridurre lo stress ossidativo. 
 
Figura 8. β-ciclodestrine. Rappresentazione grafica (immagine presa e modificata da: Chimica 
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6. Il metabolismo energetico cerebrale: un possibile ruolo 
neuroprotettivo dell’insulina nella disfunzione mitocondriale 
neuronale 
Il glucosio rappresenta la fonte principale di energia del cervello dei mammiferi, 
dove i neuroni necessitano del più alto fabbisogno energetico rispetto ad altri tipi 
cellulari. Infatti il 70-80% dell’energia totale viene spesa dai neuroni, mentre la 
restante deve essere suddivisa tra astrociti, oligodendrociti e microglia135,136. Il 
metabolismo glucidico è essenziale per la generazione di ATP e per il mantenimento 
delle riserve energetiche (il glicogeno degli astrociti). Un alterato metabolismo del 
glucosio è stato riconosciuto tra i fattori patogenetici di diverse malattie 
neurodegenerative tra cui la malattia di Parkinson135,137. A livello cerebrale, il 
destino del glucosio intracellulare dipende dal tipo cellulare preso in analisi. Infatti, 
mentre il metabolismo neuronale risulta essere principalmente di tipo ossidativo 
(con produzione di CO2, acqua e 30-36 molecole di ATP a seconda dell’efficienza 
della fosforilazione ossidativa a livello mitocondriale), quello astrocitario è 
prevalentemente di tipo glicolitico138 (figura 9). Cambiamenti nel metabolismo 
energetico neuronale e, uno spostamento a favore della via esclusivamente 
glicolitica nell’utilizzazione del glucosio risulterebbero in una ridotta disponibilità 
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Figura 9. Il glucosio nel sistema nervoso centrale. Il metabolismo del glucosio nei neuroni e negli 
astrociti (immagine presa da: Stincone et al., 2015)138. 
 
A partire dagli anni ‘90, anche il lattato ha assunto un ruolo fondamentale nel 
metabolismo energetico neuronale, grazie alla teoria di Pellerin e Magistretti 
(2004). Secondo il modello “ANLS” (astrocyte-neuron lactate shuttle) da loro 
proposto (figura 10), esisterebbe un fondamentale cross-talk tra l’attività 
metabolica dell’astrocita e quella del neurone. L’astrocita, localizzato a cavallo tra i 
capillari cerebrali e l’ambiente extracellulare neuronale, sarebbe la cellula più 
idonea ad internalizzare il glucosio proveniente dal torrente plasmatico ed 
immetterlo nella via metabolica della glicolisi. A livello astrocitario avverrebbe la 
conversione del piruvato glicolitico in lattato ad opera dell’enzima lattato 
deidrogenasi-5 (LDH5). A questo punto, il lattato prodotto nell’astrocita verrebbe 
così rilasciato nello spazio extracellulare ed internalizzato dal neurone in grado di 
riconvertirlo (ad opera dell’LDH1) in piruvato da immettere nel ciclo di Krebs, così 
da soddisfare efficacemente le richieste energetiche del neurone140. L’ipotesi di 
Pellerin e Magistretti140, con l’effettivo trasporto del lattato dall’astrocita al neurone 
e il ruolo secondario del glucosio nell’attivazione neuronale, non è ancora 
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oggetto di critiche e discussioni141,142. È infatti dimostrato da diversi studi che il 
metabolismo cerebrale del lattato sia una fondamentale alternativa energetica 
soprattutto in condizioni quali ipossia ed esercizio fisico143.  
 
Figura 10. Il modello ANLS proposto da Pellerin e Magistretti (2004)140 (immagine presa da: García-
Cáceres et al., 2012)144. 
  
La fosforilazione ossidativa mitocondriale neuronale gioca quindi un ruolo 
fondamentale nella produzione di energia, nella generazione di specie reattive 
dell’ossigeno e nel fenomeno apoptotico. Una mancanza di energia cellulare, 
un’eccessiva produzione di radicali e una disregolazione dei processi di “morte 
programmata” sono stati riconosciuti come fattori centrali nello sviluppo di malattie 
neurodegenerative145. Lo stress ossidativo e la disfunzione mitocondriale sono 
infatti correlati al fenomeno della neurodegenerazione fisiologica o, patologica 
come nella malattia di Parkinson20,146. Un’ altra caratteristica della disfunzione 
mitocondriale è l’esaltazione compensatoria della glicolisi anaerobia, resa 
necessaria dall’impossibilità di ossidare il glucosio; lo specchio di questa condizione 
è l’incremento dei livelli di lattato, tipico della sindrome di Leigh147. Alcuni studi 





Silvia Fancello; Sviluppo di strategie per nuovi approcci terapeutici nelle malattie neurodegenerative;  
Dottorato di ricerca in Scienze Biomediche; Indirizzo Neuroscienze; XXXI ciclo;  
Università degli Studi di Sassari. 
 
 
In questo contesto si inserisce l’insulina e il suo ruolo fondamentale nella 
regolazione del metabolismo energetico. L’insulina è un ormone peptidico secreto 
dalle cellule β del pancreas che svolge essenziali effetti regolatori sul metabolismo 
glucidico, lipidico e proteico. La sintesi e il rilascio dell’insulina dipendono da diversi 
fattori, tra cui gli elevati livelli circolanti di glucosio, la presenza di aminoacidi liberi 
e di acidi grassi non esterificati, ma anche dagli stimoli neurali e ormonali 
dell’organismo149. Dal punto di vista metabolico, l’insulina ha un’azione tipicamente 
anabolizzante. L’ormone stimola la glicolisi e glicogenosintesi mentre inibisce la 
gluconeogenesi e la glicogenolisi; stimola la lipogenesi inibendo la lipolisi e la 
chetogenesi; stimola la sintesi proteica e inibisce la proteolisi150. Questi effetti sono 
conseguenti al legame dell’insulina alla subunità α del suo recettore (IR), che 
determina un cambiamento conformazionale che induce l’autofosforilazione dei 
residui tirosinici delle subunità β. L’autofosforilazione avvia l’attività tirosin 
chinasica della porzione intracellulare del recettore attivando una serie di reazioni a 
catena di fosforilazione che permettono di esplicare i diversi effetti dell’ormone 
(figura 11)151. L’insulina mantiene la glicemia su livelli fisiologici (70-99 mg/100 ml di 
plasma) favorendo l’uptake del glucosio attraverso l’esposizione dei trasportatori 
GLUT4 sulla superficie cellulare152. 
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Fino a qualche anno fa, l’insulina è stata considerata un ormone dalla scarsa o dalla 
nulla attività sul sistema nervoso centrale, ma la ricerca negli ultimi decenni ha 
riconsiderato il suo ruolo. Infatti, a livello del sistema nervoso centrale, l’ormone 
influenza il comportamento alimentare e controlla le riserve energetiche corporee, 
regola il metabolismo del glucosio e dei grassi nel fegato e nel tessuto adiposo e, 
sembra correlata a vari aspetti riguardanti la memoria e la cognizione. L’insulina 
potrebbe persino giocare un ruolo nello sviluppo o nella progressione della malattia 
di Alzheimer153. L’azione dell’insulina nel metabolismo energetico del glucosio non 
si esaurisce a livello della glicolisi, infatti viene attribuito all’ormone un ruolo 
essenziale anche nella preservazione della funzione mitocondriale. Già negli anni 
‘80 è stato riconosciuto il ruolo dell’insulina nel ciclo di Krebs154, ma oggi, viene 
confermato l’effetto sulla capacità ossidativa mitocondriale e sulla produzione di 
ATP, il cui normale funzionamento richiede un’attività insulinica non alterata. 
Attraverso la via metabolica mediata dal PI3K, l’insulina infatti gioca un ruolo 
essenziale nella sintesi delle proteine mitocondriali che compongono la catena 
respiratoria e rendono possibile la generazione di ATP155. 
Conseguentemente a quanto detto in precedenza, appare evidente che insulina ed 
MPTP svolgano due effetti diametralmente opposti sulla funzione mitocondriale: 
rispettivamente protettivo e tossico. A tal proposito, è interessante sottolineare la 
correlazione tra insulino-resistenza e malattia di Parkinson. Una serie di studi 
epidemiologici hanno riconosciuto diversi fattori di rischio per la malattia di 
Parkinson tra cui, un elevato indice di massa corporea (BMI)156, elevati livelli di 
colesterolo totale157 e lo sviluppo del diabete mellito di tipo 2158. Questi dati 
epidemiologici hanno portato ad approfondire l’eventuale relazione tra insulino-
resistenza e Parkinson che è diventata negli ultimi anni sempre più significativa. La 
convergenza tra due patologie apparentemente così distanti potrebbe risiedere 
proprio nella disfunzione mitocondriale che le accomuna. In entrambe le patologie, 
si ha una ridotta espressione e funzione del co-attivatore 1 del proliferatore gamma 
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biogenesi mitocondriale, nella respirazione cellulare, nel metabolismo ossidativo e 
nella produzione di ROS159. Si ritiene che le affinità tra malattia di Parkinson e 
insulino-resistenza non si fermino alla simile disfunzione mitocondriale, ma 
potrebbero coinvolgere anche altri aspetti quali la funzionalità del sistema 
lisosomiale, l’aggregazione proteica, la neuroinfiammazione, lo stress ossidativo, la 
trasmissione sinaptica e il metabolismo cerebrale del glucosio. Il signaling cerebrale 
dell’insulina interviene su tutti gli elementi appena citati, con effetto 
neuroprotettivo che diventa inefficiente o assente in caso di insulino-resistenza160. 
Alcuni autori hanno dimostrato in vivo come l’insulino-resistenza porti ad una 
maggior vulnerabilità al danno indotto dall’MPTP e ad un’aumentata degenerazione 
nigrostriatale161. Queste evidenze hanno portato a valutare l’effetto dei farmaci 
utilizzati nel diabete sui modelli sperimentali di Parkinson. I farmaci più promettenti 
sono i tiazolidinedioni, farmaci che aumentano la sensibilità all’insulina e che si sono 
dimostrati in grado ridurre i danni tossici da MPTP162 e altre neurotossine, come la 
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Scopo della ricerca 
 
Ancora oggi, non essendo completamente note le cause dell’insorgenza delle 
malattie neurodegenerative, la ricerca di nuove strategie applicabili in terapia 
continua a suscitare grande interesse. Questo lavoro ha lo scopo di ipotizzare nuovi 
approcci terapeutici come coadiuvanti nella cura delle malattie del sistema nervoso 
centrale. Tra gli obiettivi di questo studio vi è quello di testare diversi sistemi di drug 
delivery (transferosomi, nanoparticelle di chitosano e β-ciclodestrine), come tali o 
legati a farmaci, al fine di valutarne l’azione farmacologica su diversi modelli 
cellulari di stress ossidativo e parkinsonismo indotto. Inoltre, attraverso la 
valutazione dei  livelli di glucosio e lattato coinvolti nel metabolismo energetico 
cellulare, in seguito a danno da MPTP, si è cercato un nuovo approccio terapeutico 
coinvolgendo farmaci già noti in altri ruoli, come possibilità di ripristino delle 
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Reagenti e soluzioni  
Il Dulbecco’s modified eagle’s medium/nutrient mixture F-12 (DMEM/F-12), il 
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), la miscela antibiotica 
penicillina/streptomicina (PEN/STREP), il siero fetale bovino (FBS), il siero equino 
(HS), la soluzione di tampone fosfato salino (PBS, NaCl 0.138 M; KCl 0.0027 M; pH 
7.4), la tripsina, la soluzione hank’s salt (HBSS), gli aminoacidi non essenziali (NEAA) 
e la soluzione di L-glutammina sono stati acquistati presso Life Technologies. Il 
trypan blue (TB), il bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, 
97.5%), il 4′,6-Diamidine-2′-phenylindole dihydrochloride (DAPI), il bisbenzimide H 
33342 trihydrochloride (hoechst 33342), lo ioduro di propidio (PI), l’RNasi A, la 
paraformaldeide (PFA), l’etanolo (EtOH) e il triton X-100 sono stati acquistati dalla 
ditta Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Anche la neurotossina metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidro-piridina (MPTP), il manganese cloruro (MnCl2), il cadmio cloruro (CdCl2), la 
soluzione di acqua ossigenata (H2O2, 30%) e l’antiossidante N-acetilcisteina (NAC) 
sono stati forniti dalla ditta Sigma-Aldrich (Milano, Italia). I kit ROS-ID® Total ROS 
Detection, LDH-Cytotoxicity Assay II e PE Annexin V Apoptosis Detection sono stati 
acquistati rispettivamente presso le ditte Enzo Life Sciences, BioVision e BD 
Pharmingen. La genisteina (GEN) è stata acquistata presso Farmalabor (Milano, 
Italia), la rodamina B isotiocianato (rhod-B), la quercetina (Q) e l’L-dopa (L) sono 
state acquistate dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia) mentre, la fluoresceina presso 
Fluka Analytical. L’insulina (Aspart, Novorapid Flexpen) è stata acquistata presso 
una locale farmacia e la pargilina è stata acquistata presso la ditta Sigma-Aldrich 
(Milano, Italia). La soluzione di tampone fosfato salino utilizzata per gli esperimenti 
di biosensoristica (contenente Ca2+ 0.68 mM, Mg2+ 0.49 mM, glucosio 1mM; PBS-
glu; pH=7.4; filtrata 0.2 μm) è stata preparata sciogliendo i rispettivi sali provenienti 
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Colture cellulari  
Cellule PC12. La linea cellulare PC12 (ATCCCRL-1721), isolata da un feocromocitoma 
di ratto, rappresenta un ottimo modello per lo studio della differenziazione 
neuronale in quanto costituita da cellule dopaminergiche immortalizzate capaci di 
mimare le caratteristiche dominanti dei neuroni dopaminergici165,166. Le cellule 
PC12 infatti sono caratterizzate dalla loro capacità di sintetizzare, secernere e 
metabolizzare il neurotrasmettitore dopamina167. Il terreno di crescita completo 
utilizzato per la coltura è costituito da DMEM/F-12 addizionato con il 10% di HS, il 
5% di FBS e l’1% della mix di antibiotici PEN/STREP. Il mantenimento della linea 
cellulare è avvenuto in piastre Petri da 100 mm di diametro alla temperatura di 37°C 
in atmosfera umidificata al 5% di CO2. 
Cellule Caco-2. La linea cellulare Caco-2 (ECACC UK), costituita da cellule epiteliali 
derivate da adenocarcinoma colorettale umano, è considerata un ottimo modello 
per gli studi di assorbimento e di trasporto dei farmaci attraverso la mucosa 
intestinale168. Le cellule Caco-2 infatti differenziano in un monostrato di cellule 
polarizzate, caratterizzate da orletto a spazzola apicale, giunzioni serrate e 
resistenza elettrica elevata, esprimendo proprietà morfo-funzionali mimetiche 
dell’epitelio assorbente intestinale169. La linea cellulare è stata propagata in fiasche 
T75 in DMEM addizionato con il 10% di FBS, l’1% della mix antibiotica PEN/STREP, 
l’1% di NEAA e l’1% di L-glutammina. Le cellule sono state coltivate in incubatore a 
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Transferosomi per il trasporto del flavonoide genisteina (GEN-TFs). I sistemi di 
drug delivery basati su transferosomi contenenti il flavonoide genisteina (GEN-TFs) 
sono stati realizzati e forniti dal Dipartimento di Chimica e Farmacia dell’Università 
degli Studi di Sassari. I quattro drug delivery systems multilamellari si differenziano 
tra loro a seconda del tensioattivo costituente. I transferosomi fluorescenti GEN-TFs 
utilizzati in questo studio sono stati ottenuti aggiungendo la fluoresceina alle 
formulazioni e rispettando le stesse procedure preparative. Per valutare gli effetti 
dei sistemi di drug delivery, le cellule PC12 (12°-25° passaggio) sono state esposte al 
trattamento con GEN non legata ai transferosomi (30 μM or 50 μM) o GEN-TF1, -
TF2, -TF3, -TF4 (30 μM and 50 μM) singolarmente o in associazione con H2O2 (75 
μM) per 24h91. Gli esperimenti, ripetuti in triplicato, sono stati effettuati in piastre 
da 24 pozzetti alla densità cellulare di 105 cellule /pozzetto.  
Transferosoma per il trasporto di quercetina ed L-dopa (TF2-QL). Le nanovescicole 
(TF2-QL) contenenti quercetina (Q) o quercetina solubile (QS) ed L-dopa (L) sono 
state realizzate dal Dipartimento di Chimica e Farmacia dell’Università degli Studi di 
Sassari. La linea cellulare PC12 (12°-25° passaggio) è stata esposta per 24h a 
concentrazioni crescenti di TF2-QL o TF2- QSL (0.6, 6, 16 e 32 μM) singolarmente o 
in associazione con MPTP (0.5 mM), MnCl2 (0.75 mM) o CdCl2 (30 μM). Gli 
esperimenti sono stati ripetuti in triplicato ed effettuati in piastre da 24 pozzetti 
seminando 105 cellule/pozzetto. 
Nanoparticelle a base di chitosano caricate con genisteina (NP-GEN). Le 
nanoparticelle a base di chitosano caricate con genisteina (NP-GEN) sono state 
fornite dal Dipartimento di Chimica e Farmacia dell’Università degli Studi di Sassari. 
Le cellule PC12 (passaggio 12°-25°) sono state trattate per 24h con due diverse serie 
di NP-GEN (NP1-GEN e NP2-GEN) preparate rispettivamente in acetone ed etanolo 
e contenenti genisteina (30 μM). Le formulazioni contengono inoltre diverse 
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invece è sempre la stessa (30 uM). Gli esperimenti sono stati effettuati in triplicato 
seminando 105 cellule/pozzetto in piastre da 24 pozzetti.  
Beta (β)-ciclodestrine. Le β-ciclodestrine (A-CD, monomero), (B-52, monomero), (C-
93, polimero), (D-60, monomero), (E-73, polimero), (F-29, polimero) sono state 
fornite dal Dipartimento di Chimica e Farmacia dell’Università degli Studi di Sassari. 
In questo studio, le linee cellulari PC12 (12°-25° passaggio) e Caco-2 (20°-40° 
passaggio) sono state trattate per tempi di esposizione differenti (15’, 30’, 1h e 24h) 
con diverse concentrazioni di β-ciclodestrine (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 μM). Tutti gli 
esperimenti sono stati effettuati in triplicato. 
Metabolismo glucidico neuronale. Lo studio del metabolismo glucidico neuronale è 
stato effettuato, in triplicato, in cellule PC12 (12°-25° passaggio) seminate alla 
densità di 3x106 cellule in petri da 60 mm di diametro. All’inizio di ogni esperimento 
è stato effettuato un cambio del mezzo di coltura con PBS-glu contenente i 
trattamenti farmacologici insulina (0.5U/mL) o pargilina (1 μM) e dopo 30 minuti 
sono state rilevate le concentrazioni di glucosio e lattato nel surnatante. Dopo 30 
minuti dal cambio del medium le cellule sono state esposte a MPTP 1 mM per 6h. Le 
misurazioni successive di glucosio e lattato sono state effettuate a 2, 5 e 6h dal 






Silvia Fancello; Sviluppo di strategie per nuovi approcci terapeutici nelle malattie neurodegenerative;  
Dottorato di ricerca in Scienze Biomediche; Indirizzo Neuroscienze; XXXI ciclo;  




Saggi di vitalità cellulare MTT e Trypan blue. Il saggio di vitalità MTT è stato 
effettuato utilizzando il 3- (4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5,diphenyltetrazolium 
bromide (MTT), colorante solubile, convertito dalle ossido-reduttasi mitocondriali 
delle cellule metabolicamente attive in sali blu insolubili di formazano. Nel 
dettaglio, l’MTT (1mg/mL) è stato aggiunto ad ogni campione e incubato per 4 ore a 
37°C. Allo scadere del tempo di incubazione, le cellule sono state lavate con PBS e 
centrifugate per 15 minuti. Successivamente, il pellet è stato dissolto in 2 mL di 
isopropanolo ed infine la densità ottica misurata alla lunghezza d’onda di 570 nm 
(Bauty Diagnostic Microplate Reader). Il saggio di vitalità Trypan blue è stato 
effettuato parallelamente al saggio MTT. Il Trypan blue (0.4%) è stato aggiunto ad 
ogni campione trattato al termine degli esperimenti al fine di valutare la capacità di 
esclusione del colorante da parte delle cellule vitali. La conta delle cellule vitali e 
non, è stata effettuata mediante camera di Burker. I risultati di entrambe le analisi 
sono stati riportati come percentuale (%) di cellule vitali rispetto al gruppo di 
controllo. 
Saggio di citotossicità LDH. Il saggio di citotossicità LDH ha permesso la 
quantificazione dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH) nel mezzo di coltura dei 
campioni relativi allo studio dei GEN-TFs. Il rilascio dell’enzima citoplasmatico nel 
medium riflette l’entità del danno membranale indotto e di conseguenza, i livelli di 
LDH risultano essere direttamente proporzionali alla % di cellule morte. Al termine 
dei trattamenti, la procedura sperimentale per la determinazione enzimatica è stata 
eseguita come descritto nel manuale di istruzioni “LDH-Cytotoxicity Assay Kit II 
(BioVision)”. Alla fine degli esperimenti, il valore di assorbanza è stato rilevato alla 
lunghezza d’onda di 440 nm mediante il lettore Bauty Diagnostic. I dati ottenuti 
sono stati espressi come (%) di enzima LDH rilasciato nel mezzo di coltura rispetto al 
gruppo di controllo.  
Uptake. Per valutare l’internalizzazione del sistema di drug delivery GEN-TF2, le 
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ed esposte al trattamento con la formulazione fluorescente GEN-TF2 (30 µM and 50 
µM). Dopo 24h di incubazione, le cellule sono state lavate 3 volte con PBS e 
risospese in DMEM/F12 contenente 0.25% w/w di Trypan blue170. L’uptake della 
formulazione GEN-TF2 è stato valutato attraverso il citofluorimetro FACSCANTO 
(Becton & Dickinson, USA) ed i dati ottenuti analizzati mediante il software DIVA 6.3 
(BD Bioscience). 
Quantificazione dei ROS intracellulari. Il contenuto intracellulare di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) è stato valutato mediante il kit ROS-ID® Total ROS Detection 
(Enzo Life Sciences). Le cellule PC12 seminate in piastre da 6 pozzetti (1.5x106 
cellule/pozzetto) sono state esposte per 24h a perossido di idrogeno (75 µM) 
singolarmente o in presenza della formulazione GEN-TF2 (30 µM). Successivamente, 
le cellule sono state lavate con Wash Buffer e incubate con la soluzione ROS 
Detection (Oxidative Stress Detection Reagent, carboxy-H2DCFDA, in Wash Buffer) 
per 30 minuti a 37°C al buio. La produzione intracellulare di ROS è stata quantificata 
mediante citofluorimetro FACSCANTO (Becton & Dickinson, USA) alla lunghezza 
d’onda Ex/Em: 490/525 nm. 
Ciclo cellulare. Questa analisi è stata effettuata per lo studio degli effetti di GEN-TF2 
sulle fasi del ciclo cellulare di cellule PC12 esposte a danno ossidativo. Le cellule 
PC12 seminate in piastra da 6 pozzetti alla densità di 1.5 x 106 cellule/pozzetto sono 
state esposte al trattamento con GEN-TF2 (30 µM) e H2O2 (75 µM) per 24h. Dopo il 
trattamento le cellule sono lavate due volte con PBS e, successivamente fissate in 
EtOH 70%, trattate con RNasi A (10 µg/ml) ed infine marcate con ioduro di propidio 
(100 µg/ml) al buio per 30 minuti. L’analisi citometrica è stata effettuata mediante 
FACSCANTO (Becton & Dickinson, USA) e, l’analisi dei dati attraverso il software 
DIVA 6.3 (BD Bioscience). 
Apoptosi. Lo studio dell’apoptosi è stato effettuato mediante il kit PE Annexin V 
Apoptosis Detection (BD Pharmingen) al fine di valutare gli effetti della 
formulazione GEN-TF2 sulla linea cellulare PC12 esposta a stress ossidativo. La 
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colorazione vitale 7-ammino-actinomicina (7-AAD) per distinguere le cellule vitali da 
quelle apoptotiche (precoci e/o tardive) e da quelle necrotiche. Dopo il trattamento 
per 24h delle cellule PC12 con GEN-TF2 (30 µM) e H2O2 (75 µM), i campioni sono 
stati lavati con Annexin V binding buffer e incubati con Annexin V-PE/7-AAD per 15 
minuti al buio a RT (20-25°C). L’analisi citometrica è stata effettuata attraverso lo 
strumento FACSCANTO (Becton & Dickinson, USA) e i dati analizzati mediante il 
software DIVA 6.3 (BD Bioscience). 
Microscopia confocale. L’internalizzazione delle β-ciclodestrine è stata valutata in 
cellule Caco-2 piastrate su vetrini coprioggetto alla densità di 2x105 
cellule/mL/pozzetto. Le cellule sono state esposte per 30 minuti al trattamento con 
le β-ciclodestrine fluorescenti A-CD, B-52 e C-93 (5 µM) e successivamente lavate in 
PBS e fissate in 4% PFA. La colorazione nucleare è stata effettuata con DAPI (2 
µg/ml) in PBS tween 0.05% per 15 minuti al buio e, al termine dell’incubazione i 
campioni sono stati lavati in PBS e sigillati sul vetrino portaoggetto. L’osservazione 
dei preparati è stata effettuata attraverso un microscopio confocale laser-scanning 
(rodamina B isotiocianato Ex: 568 nm HeNe laser/Em: 623 nm) equipaggiato con 
obiettivo ad immersione Apochromatic 63x DIC oil (NA1.4) (LSM710; Zeiss, 
Oberkochen, Germania). Le immagini sono state analizzate mediante il software 
Zen2008 Light Edition (Zeiss, Oberkochen, Germania). 
Valutazione della fluorescenza intracellulare. Questa tecnica è stata impiegata per 
valutare il segnale delle β-ciclodestrine fluorescenti proveniente dal compartimento 
intracellulare di cellule Caco-2. Le cellule sono state seminate in piastre da 96 
pozzetti con fondo nero alla densità di 2.5x104 cellule/pozzetto ed esposte al 
trattamento con A-CD, B-52 e C93 (5 µM), dissolte in HBSS, per 15’, 30’ e 1h. Al 
termine dell’incubazione, le cellule sono state lavate quattro volte con HBSS e 
successivamente lisate con Triton X-100 all’1% al fine di ottenere il rilascio totale del 
contenuto intracellulare. L’intensità di fluorescenza è stata misurata servendosi del 
lettore di micropiastre SpectraMax i3x (molecular devices, USA) (rodamina B 
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Quantificazione della permeabilità transepiteliale. Questa metodica è stata messa 
a punto ed ottimizzata con lo scopo di studiare la permeabilità transepiteliale delle 
β-ciclodestrine fluorescenti. Le cellule Caco-2 sono state seminate alla densità di 
2x105 cellule/0.5 mL nel compartimento apicale di inserti transwell per piastre da 12 
pozzetti pretrattati con collagene (porosità: 0.4 µm, area: 1.12 cm2). Il 
compartimento basolaterale dei pozzetti è stato riempito con 1.5 mL di medium 
completo. Le cellule sono state coltivate per 21 giorni a 37°C e 5% CO2, effettuando 
regolarmente (2 volte a settimana) cambi del mezzo di coltura nei compartimenti 
apicali e basolaterali dei transwell per ottenere un monostrato cellulare 
differenziato. L’integrità e lo sviluppo del monostrato cellulari è stato monitorato 
misurando la resistenza elettrica transepiteliale (TEER, espressa in Ω cm−2) 
attraverso lo strumento EVOM Meter, World Precision Instruments, Inc. USA. Il 
monostrato cellulare di Caco-2 è stato considerato idoneo ai fini sperimentali al 
raggiungimento del valore di TEER maggiore a 700 Ω cm−2. Prima di effettuare i 
trattamenti, ogni singolo monostrato è stato lavato due volte con PBS, pre-incubato 
con HBSS per 20 minuti ed esposto ai trattamenti con le β-ciclodestrine fluorescenti 
A-CD, B-52 e C-93 (5 µM) dissolte in HBSS per 15’, 30’ e 1h a 37°C171. Al termine dei 
tempi di incubazione, sono stati prelevati i campioni provenienti dal compartimento 
basolaterale per ciascun trattamento e ciascun monostrato cellulare nel 
compartimento apicale è stato lavato quattro volte con HBSS e lisato con Triton X-
100 all’1%. Tutti i campioni sono stati caricati ed analizzati in piastre da 96 pozzetti 
con fondo nero e la quantificazione dell’intensità di fluorescenza è stata effettuata 
attraverso il lettore di micropiastre SpectraMax i3x (molecular devices, USA) 
(rodamina B isotiocianato Ex: 568 nm/Em: 623 nm). I valori ottenuti sono stati 
utilizzati per caratterizzare le singole β-ciclodestrine fluorescenti in base alla loro 
capacità di permeazione dal compartimento apicale a quello basolaterale; di seguito 
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Papp = (dQ/dt) x (1/C0 x A) 
(Papp: coefficiente di permeabilità apparente (cm/s); dQ/dt: velocità di 
permeabilità delle β-ciclodestrine (mol/s); C0: concentrazione iniziale delle β-
ciclodestrine nel compartimento apicale (mol/ml); A: superficie di membrana 
dell’inserto (cm2). 
Analisi di glucosio e lattato su cellule PC12. La costruzione dei biosensori per il 
glucosio e il lattato è stata effettuata secondo la metodica decritta in letteratura172. 
Le cellule PC12 (12°-25° passaggio) sono state trattate con pargilina (1 μM), insulina 
(0.5 U/mL) e MPTP (1 mM) singolarmente o in co-somministrazione. I campioni di 
surnatante prelevati dalle colture, venivano iniettati in un micropozzetto (250 μL) e 
il glucosio ed il lattato quantificati con l’ausilio dei biosensori. Tutti gli esperimenti 
sono stati riprodotti in triplicato ed effettuati in piastre Petri da 30 mm di diametro 
seminando le cellule ad una densità di 3x106 cellule/4mL medium/petri. Il 
surnatante di ogni campione è stato analizzato con i biosensori per il glucosio e per 
il lattato a 30’, 120’ e 300’ di trattamento e, le correnti risultanti (nA) sono state poi 
convertite in concentrazioni (mM/L). 
Analisi statistica. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato e i valori sono 
stati espressi come medie ± gli errori standard con intervallo di confidenza del 95% 
(p<0.05). Le differenze statistiche tra i campioni controllo e i diversi gruppi 
sperimentali sono state valutate utilizzando l’analisi One-Way ANOVA seguita da 
Newman-Keuls post-hoc test (unpaired t-test per le differenze tra gruppi) e paired t-
test per le differenze all’interno del singolo gruppo mediante il software Graph-Pad 
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Risultati dei sistemi di drug delivery GEN-TFs 
Il saggio di vitalità cellulare MTT è stato utilizzato al fine di testare l’eventuale 
citotossicità dei sistemi di drug delivery GEN-TFs nelle cellule PC12. Come mostrato 
nella figura 12, l’esposizione per 24h alle formulazioni GEN-TF1, -TF2 e -TF4 (30 µM) 
non ha indotto una riduzione significativa della vitalità cellulare rispetto al valore di 
controllo (rispettivamente 98%, 99% e 97%). Al contrario, la formulazione GEN-TF3 
è risultata essere citotossica anche a concentrazioni di trattamento inferiori (dati 
non mostrati). Inoltre tutti i sistemi di drug delivery alla concentrazione di 50 µM 
hanno indotto significative riduzioni della vitalità cellulare rispetto al controllo.  
 
Figura 12. Screening delle formulazioni GEN-TFs in cellule PC12. L’analisi MTT è stata effettuata su 
cellule PC12 dopo 24h di esposizione a GEN-TF1, -TF2, -TF3 e -TF4 (30 µM and 50 µM). (*p<0.05 vs 
Control). 
 
Successivamente, l’effetto dei GEN-TFs (30 µM), eccetto GEN-TF3, è stato valutato 
in un modello di stress ossidativo indotto con perossido di idrogeno (75 µM) in 
cellule PC12. Come mostrato nella figura 13a, il danno cellulare generato dal 
trattamento con H2O2 (40%) è stato attenuato in maniera significativa dalle 
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non legata ai transferosomi (30 µM) e GEN-TF4 non hanno mostrato alcun effetto 
protettivo. Questi risultati sono stati confermati dal saggio di vitalità Trypan blue 
effettuato nelle stesse condizioni sperimentali (figura 13b). Sulla base dei dati 
ottenuti, gli esperimenti successivi sono stati effettuati utilizzando la formulazione 
GEN-TF2 (30 µM). 
 
Figura 13. Effetti di GEN-TF1, -TF2 e -TF4 sulla vitalità di cellule PC12 esposte a perossido di 
idrogeno. Il saggio di vitalità MTT (a) e l’analisi Trypan blue (b) sono stati effettuati su cellule PC12 
esposte per 24h alle formulazioni GEN-TF1, -TF2, -TF4 (30 µM) singolarmente o in presenza di H2O2 
(75 µM). (*p < 0.05 vs Control) (#p< 0.05 vs H2O2 75 µM) (§p< 0.05 vs GEN 30 µM + H2O2 75 µM) 





Silvia Fancello; Sviluppo di strategie per nuovi approcci terapeutici nelle malattie neurodegenerative;  
Dottorato di ricerca in Scienze Biomediche; Indirizzo Neuroscienze; XXXI ciclo;  
Università degli Studi di Sassari. 
 
 
Sulla formulazione indicata è stato effettuato un ulteriore saggio basato sulla 
valutazione dei livelli di lattato deidrogenasi (LDH), indice di tossicità cellulare, al 
fine di investigare ulteriormente sugli effetti protettivi della formulazione GEN-TF2. 
In presenza di solo perossido di idrogeno (75 µM) i livelli extracellulari dell’enzima 
LDH sono aumentati del 44% rispetto ai valori di controllo (figura 14), valori che 
vengono ridotti significativamente (del 20%) in presenza di GEN-TF2 (30 µM). 
 
 
Figura 14. Effetto di GEN-TF2 (30 µM) sul rilascio di LDH in cellule PC12 trattate con H2O2 (75 µM) 
dopo 24h di esposizione. I risultati sono stati indicati come rilascio % di LDH. (*p < 0.05 vs Control) 
(#p< 0.05 vs H2O2 75 µM) (§p < 0.05 vs GEN 30 µM + H2O2 75 µM). 
 
Al fine di analizzare la quota di internalizzazione della formulazione fluorescente di 
GEN-TF2 (30 µM) in cellule PC12 è stata effettuata l’analisi di citometria a flusso. La 
quantità di GEN-TF2 all’interno della cellula è stata indicata come percentuale (%) di 
cellule fluorescenti. Come mostrato nella figura 15, l’uptake di GEN-TF2 (37%) a 24h 
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genisteina non legata al transferosoma (GEN) (7%) a parità di concentrazione e 
tempo di esposizione. I risultati mostrano, inoltre, come l’internalizzazione del 
sistema GEN-TF2 abbia presentato un andamento dose-dipendente. 
 
 
Figura 15. Uptake del sistema fluorescente GEN-TF2 (30 µM e 50 µM) studiato mediante citometria 
a flusso. La percentuale (%) di cellule fluorescenti è rappresentata come funzione di formulazione 
fluorescente GEN-TF2 internalizzata dopo 24h di esposizione al trattamento. (*p<0.05 vs GEN 30 
µM). 
 
Con lo scopo di valutare le proprietà antiossidanti di GEN-TF2 è stata quantificata la 
produzione di ROS intracellulari attraverso l’utilizzo del citofluorimetro. La quantità 
di specie reattive dell’ossigeno rilevata è risultata essere direttamente 
proporzionale all’intensità di fluorescenza emessa. Come evidente nella figura 16, il 
danno ossidativo indotto dal perossido di idrogeno (37%) è stato significativamente 
attenuato dalla formulazione GEN-TF2 (6%). Al contrario, la genisteina non legata al 
transferosoma (GEN) non ha mostrato alcuna capacità antiossidante e anzi, ha 
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Figura 16. Produzione di ROS in cellule PC12 esposte per 24h a perossido di idrogeno (75 µM) in 
presenza di GEN-TF2 (30 µM). Percentuale (%) di cellule fluorescenti come funzione della 
produzione di ROS. (*p< 0.05 vs Control) (#p < 0.05 vs H2O2 75 µM) (§p < 0.05 vs GEN 30 µM + H2O2 
75 µM). 
 
Per investigare ulteriormente l’attività del sistema di drug delivery GEN-TF2 è stata 
effettuata l’analisi del ciclo cellulare. Lo studio è stato condotto mediante 
citometria a flusso. La figura 17 ha mostrato un incremento degli eventi in fase 
G2/M in seguito al trattamento con il solo perossido di idrogeno (31%) e con il 
perossido di idrogeno in associazione con GEN (30%), se paragonato al valore di 
controllo (10%). In presenza di GEN-TF2 e perossido di idrogeno, invece, la fase 
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Figura 17. Analisi del ciclo cellulare di cellule PC12 dopo 24h di esposizione a H2O2 (75 µM) e GEN-
TF2 (30 µM). Istogrammi rappresentativi della distribuzione degli eventi nelle diverse fasi del ciclo 
cellulare ottenuta mediante citofluorimetro.  
 
Nella figura 18 è riportata l’analisi citometrica che ha permesso di individuare il 
potenziale effetto anti-apoptotico della formulazione in studio GEN-TF2. L’apoptosi 
totale indotta dal trattamento con perossido di idrogeno (40%) è stata 
significativamente ridotta dalla presenza di GEN-TF2 (9%). La formulazione ha 
riportato a valori di apoptosi simili al gruppo di controllo (7%). Un effetto anti-
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Figura 18. Valutazione dei livelli di apoptosi in cellule PC12 esposte per 24h a perossido di idrogeno 
(75 µM) e GEN-TF2 (30 µM). Percentuale (%) di apoptosi totale % in cellule PC12, misurata mediante 
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In supporto ai dati ottenuti sono stati riportati i risultati della fluorescenza nucleare 
di cellule PC12 esposte per 24h a perossido di idrogeno (75 µM) e GEN-TF2 (30 µM). 
Nella figura 19, è stata mostrata la capacità di GEN-TF2 (C) di proteggere l’integrità 
nucleare delle cellule PC12 dal danno indotto dall’acqua ossigenata (B). 
 
Figura 19. Microscopia a fluorescenza (Hoechst 33342) di cellule PC12 esposte a GEN-TF2 (30 µM) e 
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Risultati dei sistemi di drug delivery TF2-QL  
L’analisi MTT ha permesso di valutare l’eventuale tossicità dei sistemi di drug 
delivery TF2-QL, contenenti la quercetina in forma solubile e non, in cellule PC12 
dopo 24h di esposizione. Come visibile nella figura 20a, i trattamenti effettuati con i 
transferosomi TF2-Q, TF2-L, e con la formulazione TF2-QL hanno mostrato minore 
citotossicità rispetto ai corrispondenti principi attivi liberi Q, L e Q+L a parità di 
concentrazione. In particolare, l’esposizione alle più basse concentrazioni del 
transferosoma TF2-Q (0.6 µM) e alla formulazione TF2-QL (0.6 µM + 1 µM) non ha 
indotto riduzioni significative della vitalità cellulare. Tutti i trattamenti hanno 
comunque mostrato un aumento della mortalità cellulare dose-dipendente. 
Nella figura 20b, sono invece riportati i risultati relativi alla formulazione 
contenente la quercetina in forma solubile (QS). L’esposizione ai transferosomi TF2-
Qs, TF2-L e alla formulazione TF2- QsL non ha indotto riduzioni della vitalità cellulare 
rispetto ai corrispondenti principi attivi liberi Qs, L e Qs+L a parità di concentrazione. 
Anche in questo caso il trattamento con il transferosoma TF2-Qs (0.6 µM) e con la 
formulazione TF2- QsL (0.6 µM + 1 µM) non ha indotto variazioni nella vitalità 
cellulare. L’esposizione a concentrazioni più alte dei trattamenti ha determinato 
comunque un aumento dell’effetto citotossico dose-dipendente. 
Sulla base dei dati ottenuti dallo screening si è scelto di proseguire utilizzando le 
concentrazioni di trattamento più basse: TF2-Q e TF2-Qs (0.6 µM), TF2-L (1 µM) e 
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Figura 20. Screening dei sistemi di drug delivery TF2-QL in cellule PC12. L’analisi MTT è stata 
effettuata su cellule PC12 trattate per 24h con concentrazioni crescenti di Q, L, Q+L, TF2-Q, TF2-L e 
TF2-QL (a) e, QS, L, QS + L, TF2-QS, TF2- L e TF2- QSL (b). (*p<0.05 vs Control) (#p<0.05 vs 
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L’effetto dei TF2-QL e TF2-QsL (0.6 µM + 1 µM) è stato successivamente valutato in 
cellule PC12 esposte per 24h a MPTP (0.5 mM), MnCl2 (0.75 mM) e CdCl2 (30 µM). 
Come mostrato nella figura 21, il danno cellulare indotto dal trattamento con MPTP 
(37%) è stato attenuato significativamente dai transferosomi contenenti entrambi i 
principi attivi TF2-QL e TF2-QSL (rispettivamente del 19% e 14%). La formulazione 
TF2-QL ha mostrato maggiore capacità protettiva rispetto a TF2-QSL.  
 
Figura 21. Effetti dei TF2-QL sulla vitalità di cellule PC12 esposte alla neurotossina MPTP. Il saggio di 
vitalità MTT è stato effettuato su cellule PC12 esposte per 24h alle formulazioni TF2-QL (0.6 µM + 1 
µM) singolarmente o in presenza di MPTP (0.5 mM). (*p < 0.05 vs Control) (#p< 0.05 vs MPTP 0.5 
mM) (§p<0.05 vs TF2-QsL (0.6 µM + 1 µM) + MPTP 0.5 mM). 
 
Nessuna delle formulazioni TF2-QL ha invece mostrato effetti protettivi sul danno 
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Figura 22. Effetti dei TF2-QL sulla vitalità di cellule PC12 esposte a manganese e cadmio cloruro. Il 
saggio di vitalità MTT è stato effettuato su cellule PC12 esposte per 24h alle formulazioni TF2-QL (0.6 
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Risultati delle nanoparticelle a base di chitosano NP-GEN  
Le due diverse formulazioni di chitosano NP1 and NP2, preparate rispettivamente in 
acetone ed etanolo e contenenti due diverse quantità di chitosano, sono state 
testate come tali o contenenti genisteina (GEN 30 µM) in cellule PC12 per 24h. I 
risultati ottenuti mediante MTT assay (figura 23) non hanno mostrato variazioni 
nella vitalità cellulare dei campioni trattati con le formulazioni NP1-13 µg, NP1-13 
µg (GEN), NP2-26 µg, NP2-26 µg (GEN) rispetto al gruppo di controllo. 
  
 
Figura 23. Effetti di due diverse serie di nanoparticelle a base di chitosano contenenti genisteina 
(NP1-GEN e NP2-GEN) sulla vitalità di cellule PC12. L’analisi MTT è stata effettuata su cellule PC12 
esposte per 24h alle formulazioni NP1-13 µg e NP2-26 µg contenenti o meno genisteina 30 µM 
(GEN). 
 
Il saggio Trypan blue ha confermato i dati ottenuti mediante l’MTT. Come visibile 
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contenenti GEN) non hanno indotto alcun effetto citotossico sulla vitalità cellulare 
delle PC12.  
 
Figura 24. Effetti di due diverse serie di nanoparticelle a base di chitosano contenenti genisteina 
(NP1-GEN e NP2-GEN) sulla vitalità di cellule PC12. L’analisi Trypan blue è stata effettuata su cellule 
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Risultati delle β-ciclodestrine  
Il saggio MTT è stato eseguito per valutare gli effetti di diverse β-ciclodestrine a 
concentrazioni crescenti (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 µM) e per tempi di esposizione differenti 
(15’, 30’, 1h e 24h) in cellule PC12 (figura 25a e 25b) e Caco-2 (figura 26a e 26b). 
Come visibile dalle figure 25a, 25b, 26a e 26b tutte le β-ciclodestrine hanno indotto 
una riduzione della vitalità in entrambe le linee cellulari proporzionale 
all’aumentare della concentrazione entro le 24h.  
 
 
Figura 25a. Effetti di diverse concentrazioni di β-ciclodestrine in cellule PC12 a tempi di esposizione 
differenti. Il saggio MTT è stato eseguito in cellule PC12 esposte a A-CD, B-52, C-93 (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 
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Figura 25b. Effetti di diverse concentrazioni di β-ciclodestrine in cellule PC12 a tempi di esposizione 
differenti. Il saggio MTT è stato eseguito in cellule PC12 esposte a D-60, E-73 e F-29 (0.5, 1, 2.5, 5 e 
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Figura 26a. Effetti di diverse concentrazioni di β-ciclodestrine in cellule Caco-2 a tempi di 
esposizione differenti. Il saggio MTT è stato eseguito in cellule Caco-2 esposte a A-CD, B-52, C-93 
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Figura 26b. Effetti di diverse concentrazioni di β-ciclodestrine in cellule Caco-2 a tempi di 
esposizione differenti. Il saggio MTT è stato eseguito in cellule Caco-2 esposte a D-60, E-73 e F-29 
(0.5, 1, 2.5, 5 e 10 µM) per 15’, 30’, 1h e 24h. (*p<0.05 vs Control). 
 
I monomeri A-CD e B-52 e il polimero C-93, gli unici disponibili nella versione 
fluorescente (coniugati alla rodamina B), non hanno mostrato effetti tossici in 
cellule Caco-2 sino alla concentrazione di trattamento di 5 µM entro la prima ora di 
trattamento (figura 26a). Sulla base dei dati ottenuti dallo screening, le β-
ciclodestrine fluorescenti A-CD, B-52 e C-93 (5 µM) sono state quindi utilizzate per 
gli studi successivi di uptake e di assorbimento svolte presso l’Università di 
Portsmouth in Inghilterra.  
 
L’uptake di A-CD, B-52 e C-93 (5 µM), coniugate alla rodamina B, è stato valutato 
mediante microscopia confocale in cellule Caco-2 dopo 30 minuti di esposizione al 
trattamento (figura 27). Nell’immagine è mostrata l’internalizzazione delle β-
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confocale, il monomero B-52 ha mostrato una maggiore capacità di ingresso nel 
compartimento cellulare rispetto al monomero A-CD e al polimero C-93 (a parità di 
dose e tempo di esposizione).   
 
 
Figura 27. Analisi dell’uptake delle β-ciclodestrine coniugate alla rodamina B in cellule Caco-2 
mediante microscopia confocale. L’internalizzazione delle β-ciclodestrine fluorescenti A-CD, B-52 e 
C-93 (5 µM) è stata studiata in cellule Caco-2 dopo 30 minuti di esposizione al trattamento. 
 
L’assorbimento delle β-ciclodestrine fluorescenti A-CD, B-52 e C-93 (5 µM) è stato 
inoltre valutato a 15’, 30’ e 1h di esposizione in cellule Caco-2 come mostrato nella 
figura 28. L’analisi quantitativa è stata effettuata misurando l’intensità di 
fluorescenza dei singoli lisati cellulari. I risultati ottenuti non hanno evidenziato 
differenze significative tra i livelli di β-ciclodestrine internalizzate a diversi tempi di 
esposizione. L’intensità di fluorescenza intracellulare è stata indicata come uptake 
relativo di β-ciclodestrina (%) misurata nel compartimento intracellulare e per tutti i 
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Figura 28. Uptake relativo delle β-ciclodestrine in cellule Caco-2. Valutazione dell’intensità di 
fluorescenza intracellulare in cellule Caco-2 esposte alle β-ciclodestrine fluorescenti A-CD, B-52 e C-
93 (5 µM) per 15’, 30’ e 1h. (*p<0.05 vs rhod-B 0.5 µM 15’, 30’ e 1h) (#p<0.05 vs rhod-B 0.5 µM 15’ e 
30’). 
 
La permeabilità delle singole β-ciclodestrine fluorescenti A-CD, B-52 e C-93 (5 µM) è 
stata ulteriormente valutata in un monostrato di cellule Caco-2 a tempi di 
esposizione diversi (15’, 30’ e 1h) (figura 29). Durante gli esperimenti non sono state 
rilevate differenze significative nell’ integrità del monostrato cellulare 
periodicamente monitorato attraverso i valori TEER. L’intensità di fluorescenza 
misurata nel compartimento intracellulare e nella camera basale dell’inserto ha 
rispecchiato proporzionalmente la quantità (%) di β-ciclodestrine effettivamente 
presente. Come mostrato nella porzione sinistra della figura 29a, l’intensità di 
fluorescenza rilevata nella frazione intracellulare del campione trattato con B-52 per 
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a parità di tempo (42%). Allo stesso tempo sperimentale (30’) la fluorescenza 
intracellulare registrata per C-93 (42%) è stata maggiore di quella misurata per A-CD 
(36%). Nella porzione basolaterale degli inserti, invece, non sono state registrate 
differenze significative di fluorescenza tra i diversi campioni (porzione destra della 
figura 29a). Nella figura 29b sono stati riportati i risultati relativi alle diverse 
efficienze di permeabilità transepiteliale delle molecole in studio. I dati ottenuti 
hanno evidenziato un’elevata capacità di permeazione del derivato B-52 a 30’ 
rispetto a quella misurata per A-CD e C-93 a parità di tempo. A questo stesso tempo 
sperimentale, invece, non sono state evidenziate differenze significative nelle 
permeabilità di C-93 e A-CD. 
 
Figura 29. Uptake delle β-ciclodestrine fluorescenti in monostrato di cellule Caco-2 e valutazione 
della permeabilità transepiteliale. Gli esperimenti sono stati effettuati in transwell (PTFE) su 
monostrato cellulare di Caco-2 esposto a A-CD, B-52 e C-93 (5 µM) per 15’, 30’ e 1h. L’intensità di 
fluorescenza dei campioni esposti a trattamento è stata misurata nel lisato intracellulare (porzione 
apicale dell’inserto) e nella porzione basolaterale (a), mentre la permeabilità transepiteliale è stata 
calcolata per ogni campione ed espressa sotto forma di valori di permeabilità apparente (Papp) (b). 
(*p<0.05 vs rhod-B 0.5 µM 1h - C e D) (& p<0.05 vs B-52 5 µM 15', 30' e 1h - C) (# p<0.05 vs B-52 5 
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Risultati dell’analisi di glucosio e lattato su cellule PC12 
Lo studio sulle variazioni di glucosio e lattato extracellulari è stato effettuato in 
cellule PC12 esposte a insulina, pargilina e MPTP singolarmente o co-somministrate 
per 6h. I dati ottenuti per il gruppo di controllo (figura 30) non hanno evidenziato 
variazioni nei livelli di glucosio e lattato sia a 30’ che a 120’. A 300’, invece, è stata 
osservata una riduzione significativa del glucosio e un aumento significativo del 
lattato. Nel gruppo trattato con insulina (0.5U/mL), a 30’ non sono state osservate 
variazioni significative dei livelli di glucosio rispetto al gruppo di controllo, mentre è 
stata evidenziata una significativa riduzione del lattato extracellulare. A 120’, 
invece, è stata registrata una riduzione dei livelli di glucosio rimasta poi costante 
sino a 300’. In presenza di insulina sono stati registrati bassi livelli di lattato, rispetto 
al gruppo di controllo corrispondente, e questi valori sono rimasti inalterati a tutti i 
tempi sperimentali.  
 
Figura 30. Effetto dell’insulina sui livelli di glucosio e lattato extracellulari in cellule PC12. Le cellule 
PC12 sono state trattate con insulina (0.5U/mL) in PBS-glu per 6h e i livelli di glucosio e lattato 
monitorati attraverso i biosensori a 30’, 120’ e 300’. (*p<0.05 vs Tempo corrispondente) (#p<0.05 vs 
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Nel campione trattato con MPTP (1mM) (figura 31) è stata registrata una 
progressiva riduzione dei livelli di glucosio a 30’, 120’ e 300’ paragonabile a quella 
evidenziata nel gruppo di controllo. I livelli di lattato, invece, hanno mostrato due 
andamenti differenti tra il gruppo di controllo e quello esposto alla neurotossina. A 
30’, 120’ e 300’ è stato osservato un aumento progressivo dei livelli di lattato nel 
gruppo di controllo mentre, nel gruppo trattato con MPTP è stata evidenziata una 
riduzione significativa dell’analita tra i 30’ e i 120’ seguita da un aumento a 300’. 
 
Figura 31. Effetto dell’MPTP sui livelli di glucosio e lattato extracellulari in cellule PC12. Le cellule 
PC12 sono state trattate con MPTP (1 mM) in PBS-glu per 6h e i livelli di glucosio e lattato monitorati 
attraverso i biosensori a 30’, 120’ e 300’. (*p<0.05 vs Tempo corrispondente) (#p<0.05 vs 
Corrispondenti 30’) (°p<0.05 vs Corrispondenti 120’). 
 
Come visibile nella figura 32, il trattamento con pargilina (1 µM) e MPTP (1 mM) ha 
indotto una riduzione progressiva dei livelli di glucosio extracellulare a 30’, 120’ e 
300’ paragonabile alla riduzione osservata nel gruppo esposto alla sola 
neurotossina. I livelli di lattato, invece, sono rimasti costanti nel tempo da 30’ a 
300’. L’unica variazione significativa nella concentrazione di lattato è stata 
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MPTP. In quest’ultimo campione è stato registrato un aumento significativo dei 
livelli di lattato extracellulari. 
 
Figura 32. Effetto dell’MPTP e pargilina sui livelli di glucosio e lattato extracellulari in cellule PC12. 
Le cellule PC12 sono state trattate con MPTP (1 mM) e pargilina (1 µM) in PBS-glu per 6h e i livelli di 
glucosio e lattato monitorati attraverso i biosensori a 30’, 120’ e 300’. (*p<0.05 vs Tempo 
corrispondente) (#p<0.05 vs Corrispondenti 30’) (°p<0.05 vs Corrispondenti 120’). 
 
Nella figura 33, è invece mostrato l’effetto di MPTP (1mM) e insulina (0.5 U/mL) sui 
livelli di glucosio e lattato extracellulari. I dati ottenuti hanno evidenziato una 
riduzione progressiva del glucosio nel tempo rispetto al gruppo trattato con MPTP a 
30’, 120’ e 300’. I risultati sui livelli di lattato, invece, hanno mostrato un 
decremento significativo dell’analita a tutti i tempi sperimentali nel gruppo trattato 
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Figura 33. Effetto dell’MPTP e insulina sui livelli di glucosio e lattato extracellulari in cellule PC12. 
Le cellule PC12 sono state trattate con MPTP (1 mM) e insulina (0.5 U/mL) in PBS-glu per 6h e i livelli 
di glucosio e lattato monitorati attraverso i biosensori a 30’, 120’ e 300’. (*p<0.05 vs Tempo 
corrispondente) (#p<0.05 vs Corrispondenti 30’) (°p<0.05 vs Corrispondenti 120’). 
 
Nella figura 34 sono stati riportati i risultati ottenuti nel gruppo di cellule trattate 
con pargilina (1 µM), insulina (0.5 U/mL) e MPTP 1mM. I dati ottenuti hanno 
mostrato una riduzione progressiva del glucosio extracellulare a 30’, 120’ e 300’. I 
trattamenti hanno indotto un decremento significativo nei livelli di lattato tra i 30’ e 
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Figura 34. Effetto dell’MPTP, pargilina e insulina sui livelli di glucosio e lattato extracellulari in 
cellule PC12. Le cellule PC12 sono state trattate con MPTP (1 mM), pargilina (1 µM) e insulina (0.5 
U/mL) in PBS-glu per 6h e i livelli di glucosio e lattato monitorati attraverso i biosensori a 30’, 120’ e 
300’. (*p<0.05 vs Tempo corrispondente) (#p<0.05 vs Corrispondenti 30’) (°p<0.05 vs Corrispondenti 
120’). 
 
Al termine degli esperimenti (6h) è stato effettuato il saggio Trypan blue al fine di 
valutare gli effetti di ciascun trattamento sulla vitalità cellulare e, i risultati ottenuti 
sono stati poi confrontati con i dati ottenuti dal saggio di vitalità MTT effettuato a 
6h (figura 35). Entrambe le analisi hanno indicato una riduzione della vitalità delle 
cellule PC12 indotta dal trattamento con MPTP (1 mM) (13%). I risultati hanno 
mostrato un effetto protettivo dal danno indotto dalla neurotossina nelle cellule 
trattate con pargilina (1 µM) (6%) o insulina (0.5 U/mL) (8%). La protezione 
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Figura 35. Effetti di pargilina, insulina e MPTP sulla vitalità di cellule PC12. Le cellule PC12 sono 
state esposte per 6h al trattamento con pargilina (1 µM), insulina (0.5 U/mL) e MPTP (1 mM) sole o 
co-somministrate. Successivamente i diversi campioni sono stati analizzati mediante saggio Trypan 
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Negli ultimi decenni una vasta letteratura scientifica ha dimostrato il ruolo dello 
stress ossidativo nella patogenesi di diverse malattie neurodegenerative tra cui la 
malattia di Parkinson9,173. La definizione di stress ossidativo introdotta nel 1991, 
definisce il fenomeno come uno squilibrio tra la produzione di radicali liberi e le 
difese antiossidanti endogene della cellula174. Le cellule neuronali risultano essere 
particolarmente vulnerabili al danno ossidativo a causa del loro elevato consumo di 
ossigeno ma, in condizioni fisiologiche, riescono comunque a mantenere il loro 
stato ridotto grazie al pool antiossidante endogeno175. Quando la formazione di 
specie radicaliche, tra le quali, specie reattive dell’ossigeno (ROS), eccede la 
capacità antiossidante della cellula, si instaura lo stress ossidativo che danneggia le 
macromolecole biologiche e accelera il processo di invecchiamento fisiologico 
cellulare e i fenomeni neurodegenerativi176,177. Lo sviluppo di nuove strategie con lo 
scopo di ripristinare il potere antiossidante intracellulare potrebbe ritardare e/o 
minimizzare il danno ossidativo e il fenomeno neurodegenerativo. Tra i composti 
più studiati sono conosciuti gli antiossidanti di natura polifenolica, tra cui i 
flavonoidi come curcumina, genisteina e quercetina178, che mostrano proprietà 
neuroprotettive in diversi modelli di malattie neurodegenerative179,180. Gli effetti 
terapeutici degli antiossidanti sui disturbi neurodegenerativi risultano essere spesso 
inefficaci a causa del dosaggio inadeguato e/o dei tempi di somministrazione non 
idonei176,181. La nanotecnologia potrebbe potenzialmente modificare il trattamento 
delle malattie neurodegenerative, servendosi di sistemi di drug delivery, per 
veicolare antiossidanti nel SNC al fine di ridurre le specie reattive dell’ossigeno182. A 
tal proposito, nel presente studio, sono stati investigati gli effetti di diversi sistemi di 
drug delivery (transferosomi, nanoparticelle di chitosano e beta-ciclodestrine) su 
modelli cellulari di stress ossidativo e/o di parkinsonismo indotto e su modelli 
cellulari per lo studio dell’assorbimento e il trasporto di farmaci.  
La prima parte di questo studio è stata dedicata alla valutazione degli effetti di 
diverse formulazioni di transferosomi contenenti il flavonoide genisteina (GEN-TFs) 
su cellule PC12. Lo screening ha permesso di verificare la biocompatibilità di tutte le 
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significativamente la vitalità cellulare. La genisteina legata ai transferosomi (GEN-
TFs) ha mostrato minore tossicità rispetto alla genisteina libera (GEN). Tra i GEN-TFs 
testati, è stato evidenziato un effetto protettivo da parte di GEN-TF2 nel modello di 
stress ossidativo indotto dal perossido di idrogeno. Negli studi di uptake, la 
formulazione GEN-TF2 si è dimostrata un sistema efficace per la veicolazione 
dell’antiossidante e ha favorito l'internalizzazione cellulare della genisteina rispetto 
alla capacità d’ingresso mostrata dal principio attivo libero (GEN)183. L’azione 
protettiva di GEN-TF2  è paragonabile all’azione di N-acetil-L-cisteina (NAC), 
antiossidante endogeno ben noto in letteratura per la sua elevata azione 
riducente184. La formulazione GEN-TF2, al contrario di GEN, è stata anche in grado di 
ripristinare la distribuzione fisiologica delle fasi del ciclo cellulare modificata dal 
trattamento con il perossido di idrogeno181. Inoltre, la formulazione studiata, 
rispetto a GEN, ha ridotto significativamente gli eventi apoptotici presenti nelle 
cellule PC12 esposte al perossido di idrogeno. GEN-TF2 potrebbe quindi 
rappresentare un efficiente sistema di drug delivery per migliorare l’azione della 
genisteina. L’effetto antiossidante e anti-apoptotico di GEN-TF2 consente di 
ipotizzarne un ruolo come coadiuvante nella terapia delle malattie stress ossidativo-
correlate, come ad esempio la malattia di Parkinson91.  
I risultati incoraggianti ottenuti nello studio del sistema di drug delivery GEN-TF2 
hanno suscitato grande interesse e hanno portato alla realizzazione di un sistema 
più complesso in cui il transferosoma è stato caricato con due molecole diverse in 
associazione: quercetina ed L-dopa (TF2-QL). L’idea della ricerca è stata quella di 
ottenere una formulazione che contenesse due sostanze, l’antiossidante e il 
farmaco che collaborassero all’azione farmacologica. La quercetina, come la 
genisteina, è un flavonoide dotato di ottime capacità antiossidanti e 
neuroprotettive185, mentre l’L-dopa è il farmaco d’elezione per la terapia della 
malattia di Parkinson186. La quercetina potrebbe proteggere l’L-dopa dal 
metabolismo e dall’ autossidazione e, il transferosoma potrebbe veicolare 
entrambi, il farmaco e l’antiossidante, nel sistema nigro-striatale. Gli esperimenti 
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parkinsonismo indotto: MPTP187, MnCl2170e CdCl2188 in cellule PC12. I risultati hanno 
mostrato un effetto protettivo della formulazione TF2-QL nei confronti del danno 
indotto dalla neurotossina MPTP. Questo effetto non è stato evidenziato per i 
principi attivi liberi quercetina ed L-dopa associati a parità di concentrazione. La 
stessa formulazione invece non ha mostrato alcuna protezione nei modelli di 
parkinsonismo indotti con manganese e cadmio cloruro. In questo studio 
preliminare il sistema caricato con le due molecole ha mostrato migliore capacità di 
preservare la vitalità cellulare dal trattamento con neurotossine come MPTP, 
rispetto alle molecole libere. Questi risultati confermano ulteriormente l’efficacia 
del sistema di drug delivery.   
Lo studio sui diversi drug delivery systems è proseguito testando un ulteriore tipo di 
carrier basato su nanoparticelle di chitosano per il trasporto della genisteina (NP-
GEN)189. La natura biodegradabile, l’elevata biocompatibilità e la bassa 
immunogenicità rendono il chitosano uno dei polimeri più utilizzati nella 
realizzazione di sistemi di drug delivery121. Le nanoparticelle di chitosano sono state 
preparate rispettivamente in acetone (serie 1, NP1-GEN) e in etanolo (serie2, NP2-
GEN), caricate con una concentrazione nota di genisteina e sono state utilizzate per 
testarne la citotossicità. I trattamenti con entrambe le serie di nanoparticelle, NP1-
GEN e NP2-GEN, non hanno indotto riduzioni della vitalità cellulare delle PC12 
nonostante valori di pH diversi da quello fisiologico (range del pH: 4.90-5.60). La 
scelta della concentrazione dei trattamenti è stata effettuata sulla base della 
concentrazione di genisteina utilizzata nel lavoro precedente sui GEN-TFs91. Data la 
biocompatibilità e l’assenza di effetti citotossici in vitro, entrambe le serie di 
nanoparticelle potrebbero rappresentare promettenti e potenziali sistemi carrier.  
Le indagini sui sistemi di drug delivery si sono concluse con lo studio relativo alle β-
ciclodestrine, ampiamente utilizzate come eccipienti nelle formulazioni 
farmaceutiche, come solubilizzanti e promotori dell'assorbimento190. Poiché non vi 
sono studi sulla cinetica delle β-ciclodestrine sui sistemi cellulari, l’obiettivo di 
questo lavoro è stato quello di valutare la farmacocinetica di diverse formulazioni di 
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Il saggio di vitalità cellulare MTT ha identificato concentrazione e tempi ottimali di 
esposizione delle diverse molecole fluorescenti e non. Lo sviluppo di β-ciclodestrine 
coniugate con rodamina B, e quindi fluorescenti, rappresenta uno strumento 
prezioso per studiare l’internalizzazione delle molecole nei sistemi biologici191. Nel 
presente studio, attraverso la microscopia confocale si è evidenziato che dopo 30 
minuti di incubazione tutte le β-ciclodestrine marcate, sia monomeriche che 
polimeriche, sono state internalizzate nel citoplasma delle cellule Caco-2 a 
confluenza seppure con qualche differenza. Le molecole monomeriche, più piccole, 
hanno oltrepassato le membrane biologiche con più facilità rispetto al polimero, 
che a causa del suo ingombro sterico ha mostrato maggiore difficoltà. La 
permeabilità transepiteliale delle molecole è stata inoltre valutata sul monostrato di 
cellule Caco-2. Le tre β-ciclodestrine marcate hanno mostrato velocità di 
attraversamento epiteliale diverse e, in particolare, il derivato monomerico B-52 ha 
mostrato una maggiore permeabilità. Anche in questo caso, la facilità di 
permeazione della molecola potrebbe essere dovuta alla sua piccola dimensione.  
In conclusione le β-ciclodestrine monomeriche hanno mostrato maggiore abilità di 
ingresso e permeabilità nella cellula, caratteristiche legate alla loro struttura 
chimica e potrebbero essere maggiormente capaci di veicolare farmaci. 
Nella seconda parte del dottorato è stato effettuato uno studio sul metabolismo 
glucidico, durante l’alterazione mitocondriale indotta da MPTP in cellule PC12, 
attraverso l’analisi dei livelli extracellulari di glucosio e lattato. E’ stato possibile, 
quindi, valutare gli effetti del trattamento con pargilina e insulina da sole o in 
associazione, sul ruolo della funzione mitocondriale nel metabolismo energetico e 
nella vitalità cellulare. La pargilina, inibitore delle MAO, ha confermato gli effetti 
protettivi sulla tossicità indotta dal trattamento con MPTP ben nota in letteratura32. 
L’inibizione delle MAO impedisce la conversione dell’MPTP in MPP+ con 
conseguente  azione protettiva sul complesso I della catena respiratoria192. Maggiori 
livelli di lattato sono stati misurati nell’associazione pargilina-MPTP, rispetto al 
campione esposto alla sola neurotossina, indicando un fisiologico metabolismo 





Silvia Fancello; Sviluppo di strategie per nuovi approcci terapeutici nelle malattie neurodegenerative;  
Dottorato di ricerca in Scienze Biomediche; Indirizzo Neuroscienze; XXXI ciclo;  
Università degli Studi di Sassari. 
 
 
pargilina è stato osservato anche in termini di vitalità cellulare, dove l’inibitore delle 
MAO ha mostrato una riduzione della mortalità cellulare rispetto alla sola 
neurotossina192. Durante i trattamenti con l’insulina, da sola o in associazione, è 
stata osservata una riduzione significativa dei livelli di glucosio extracellulare 
rispetto ai campioni esposti all’MPTP da solo. L’ormone, infatti, secondo il suo 
meccanismo d’azione, favorisce l’internalizzazione del glucosio extracellulare. Un 
aumento dell’internalizzazione di glucosio permette alla cellula di avere a 
disposizione, maggiore substrato energetico, favorendo il corretto funzionamento 
aerobico mitocondriale anche in presenza della neurotossina MPTP193. I dati relativi 
alla associazione di pargilina e insulina in presenza di MPTP mostrano un’azione 
dominante dell’insulina sulla pargilina relativamente alle variazioni dei livelli di 
glucosio. Come per la pargilina, anche per l’insulina da sola o in associazione è stata 
evidenziata una maggiore vitalità cellulare rispetto a quella osservata con MPTP. In 
futuro, ulteriori studi potrebbero chiarire il ruolo della disfunzione mitocondriale e 
offrire importanti misure preventive e terapeutiche nella malattia di Parkinson.  
 
 
In questo lavoro, si è cercato di ampliare le prospettive terapeutiche tradizionali, 
cercando nuovi approcci nelle cure di malattie neurodegenerative. A questo 
proposito è stato dimostrato che sistemi di drug delivery possono avere un effetto 
farmacologico e che farmaci già in uso possono essere utilizzati in ruoli diversi. 
Pertanto l’idea è quella di utilizzare sistemi già noti, in ruoli innovativi per ampliare 
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Negli ultimi mesi di dottorato è stata intrapresa un’interessante collaborazione con 
l’Ematologia dell’Università degli Studi di Sassari al fine di testare l’estratto alcolico 
di Inula Viscosa, pianta endemica sarda194, raccolta a Febbraio 2018 all’Asinara, su 
tumori cellulari ematologici. Dalla letteratura è stato evidenziato un effetto 
antiproliferativo, antiossidante e anti-infiammatorio dell’estratto in differenti tipi 
cellulari195,196. L’estratto di Inula Viscosa, infatti, rappresenterebbe un’importante 
fonte di sostanze farmacologicamente attive, in particolare di flavonoidi dotati delle 
attività sopracitate197. Dai risultati ottenuti è stato mostrato un effetto antitumorale 
dell’estratto alcolico su cellule Raji, cellule di linfoma umano198,199. Il saggio di 
vitalità Trypan blue ha permesso di apprezzare l’effetto dose-dipendente 




Figura 36. Analisi della vitalità cellulare mediante saggio Trypan blue. Screening di concentrazioni 
crescenti (5-80 µg) di Inula Viscosa (EtOH) su cellule Raji a 24h di esposizione al trattamento. 
(*p<0.05 vs Control). 
 
Analisi citometriche dei campioni esposti all’estratto hanno inoltre indicato la totale 
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proliferazione e, una “stasi” delle cellule nella fase G2/M (figura 37b) ad indicare un 
possibile effetto antitumorale.  
 
 
Figura 37. Marcatura simultanea con Ki-67 e 7-AAD di cellule Raji esposte all’estratto di Inula 
Viscosa. Le cellule Raji trattate per 24h con concentrazioni crescenti di inula Viscosa (10, 20 e 30 µg) 
sono state marcate con Ki-67 e 7-AAD e, le letture effettuate mediante citofluorimetro. Dot spot 
della marcatura simultanea Ki-67 (indicato dalla freccia) e 7-AAD (a); analisi delle fasi ciclo cellulare 
(7-AAD) espressa graficamente mediante istogrammi (b). 
 
 
Si è indagato inoltre sul meccanismo di morte cellulare indotto dall’estratto di inula. 
La figura 38 ha mostrato un aumento degli eventi apoptotici proporzionale 
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Figura 38. Analisi dell’apoptosi e marcatura con Annessina-V/7-AAD di cellule Raji esposte 
all’estratto alcolico di Inula Viscosa. L’apoptosi totale delle cellule Raji è stata valutata dopo 24h di 
incubazione con 10, 20 e 30 µg di estratto di Inula viscosa. Nella parte alta dell’immagine sono stati 
riportati i citogrammi relativi all’analisi dell’apoptosi. I dati numerici sono stati rappresentati come % 
di cellule apoptotiche (istogrammi) (*p<0.05 vs control). Nello stesso grafico è stata anche 
rappresentata la vitalità cellulare % (linea).  
  
 I risultati ottenuti, saranno completati da un’analisi di biologia molecolare che 
permetterà di valutare l’espressione di proteine specifiche che dovrebbero 
confermare l’effetto antitumorale dell’estratto e guidare la farmaco-terapia 
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Infine si sta conducendo un altro studio sugli inibitori di pompe di estrusione, 
molecole di nuova sintesi, fornite Dipartimento di Chimica e Farmacia 
dell’Università degli Studi di Sassari. Queste molecole, sono già note in letteratura 
per essere impiegate nelle  resistenze antibiotiche200 e nelle terapie antitumorali201. 
Da nostri studi preliminari, le molecole sopracitate hanno mostrato un aumento del 
danno indotto da MPTP alle dosi più elevate su cellule PC12 (figura 39 e 40).  
 
 
Figura 39. Effetto di concentrazioni crescenti di IPgp-13 su cellule PC12 esposte a MPTP per 24h. Il 
saggio di vitalità MTT è stato effettuato sulla linea cellulare PC12 esposta per 24h a concentrazioni 
crescenti della molecola IPgp-13 (0.1, 0.5, 1, 5 e 10 µM) in presenza di MPTP (0.5 mM) (a) e 1 mM 
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Figura 40. Effetto di concentrazioni crescenti di IPgp-13 su cellule PC12 esposte a MPTP per 48h e 
72h. Il saggio di vitalità MTT è stato effettuato sulla linea cellulare PC12 esposta per 48h (a) e 72h (b) 
a concentrazioni crescenti della molecola IPgp-13 (0.1, 0.5, 1, 5 e 10 µM) in presenza di MPTP (0.5 
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Analisi neurochimiche sui campioni di cellule trattate con l’inibitore di pompa in 
presenza di MPTP hanno evidenziato variazioni dei livelli intracellulari ed 
extracellulari di dopamina e dei suoi metaboliti (figura 41 e 42).  
 
Figura 41. Effetto di concentrazioni crescenti di IPgp-13 sui livelli intracellulari (a) ed extracellulari 
(b) di dopamina e dei suoi metaboliti in cellule PC12 esposte a MPTP per 48h. L’analisi HPLC è stata 
effettuata sulla linea cellulare PC12 esposta per 48h a concentrazioni crescenti della molecola IPgp-
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Figura 42. Effetto di concentrazioni crescenti di IPgp-13 sui livelli intracellulari (a) ed extracellulari 
(b) di dopamina e dei suoi metaboliti in cellule PC12 esposte a MPTP per 24h. L’analisi HPLC è stata 
effettuata sulla linea cellulare PC12 esposta per 24h a concentrazioni crescenti della molecola IPgp-
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I dati ottenuti conducono l’indagine alla valutazione degli effetti citotossici che 
questo tipo di molecole potrebbero avere sulle cellule, concentrando al loro interno 
non solo farmaci utili alla terapia ma anche neurotossine ambientali, batteri e 
metaboliti endogeni tossici.  
 
In questa ultima parte di tesi sono state valutate sostanze attive da un'altra 
prospettiva, quella della citotossicità come strumento di terapia farmacologica da 
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